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論 文 内 容 要 旨
現 在 迄 リボ ヌ ク レア ー ゼ(RNase)の 研 究 は,RNAの 構 造 決定 へ の有 用 さ の為 著 しい進 歩 を
して きた が,此 の 目的 の た め 塩 基 特 異性 を 有 す るRNaseに つ い ては,酵 素化 学 的 検 討 が 充 分 行
な わ れ,そ の反 応 機 構 等 に関 し て も,幾 つ か の 反 応 機 構 が 提 出 され て い る 。 しか し此 等 の酵 素の
塩 基特 異性 が い か な る仕 組 で 決 定 され て い るか にっ い ては 極 め て微 か な知 見 しか 得 られ て お らず
同 じ反 応形 式 を と る酵 素 の 活性 中 心 を 構 成 す る ア ミノ酸 残 基 が 異 な って い る と い う こ と も 見 い 出
され て い る 。此 の様 な現 状 に お い て,RNaseの 反応 機 構 を 更 に 充 分 理 解 す る こ とは,酵 素化 学
的 に 重要 な こ とで あ る と同 時 に ヌ ク レオ チ ドと タ ンパ ク質 との 相 互 作 用 とい う生 体 反 応 の 一 つ の
典 型 的 な現 象 を 解 明 す る基 礎 とな る もの と考 え られ る。
本 論 文 で は上 述 の 命 題 を 解 明 す るた め 材 料 を検 索 中 で あ っ たが,入 江 が 分 子 量38,000の 塩 基 非
特 異 的RNaseで あ るRNaseMを み いだ して い た 糸 状 菌Aspergi11ussaitoiが 更 に 分 子 量 の
小 さ な塩 基 に対 す る特 異性 を 有 しな いRNase(RNaseMs)を 産 生 す る こ とが 判 明 した の で,
そ の 諸 性 質 お よび 活 性 中 心 の 検 索 を 行 い 次 の 様 な 知 見 を得 た 。
RNaseMsは デ ィス ク電 気 泳 動 及 び 超遠 心 分 析 的 に単 一 な 蛋 白標 品 と してAsp・saitoiか ら
分 離 精 製 され,そ の 分 子 量 はSDSポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル を用 い た 電 気 泳 動 で測 定 す る と
13,000,ア ミノ酸 組 成 よ り算定 す る と12.500で あ った 。RNaseMsの 至 適pHはRNAを 基 質
と した 場 合4.5附 近 で,2',3'一 環 状CMPを 基 質 と した 場 合 は4.0附 近 で あ った 。本 酵 素 の等
電 点 は3.95で,ア ミノ酸組 成 で は チ ロ シ ン13残 基,ヒ ス チ ジ ン3残 基,ハ ー フ シ ス チ ン2残 基 で
あ り,中 性 糖,ア ミ ノ糖 を 含 ま な い 単 純 蛋 白質 で あ ったgN末 端 ア ミノ酸 は グル タ ミ ン酸 で あ り,
C末 端 ア ミノ酸 は セ リンで あ った 。 又,RNaseM(分 子 量38,000)の 抗 血 清 に対 す る沈 降 線 は
全 く認 め られ ず,RNaseMsはRNaseMと 共 通 抗 原性 を 有 して い な い こ とが 明 らか にな った。
次 に塩 基 に対 す る 親和 性 等 の性 質 に つ い て検 討 した 。RNaseMsはRNAを 基 質 と した 時72
時 間 分 解 で 完 全 にRNAを 加 水 分 解 し,ヌ ク レオ チ ドの 遊離 はGMPが 最 も速 や か で,続 い て
AMP,CMP,UMPの 順 で あ った 。
ジヌ ク レオ シ ド リン酸(XpY)を 基質 と して反 応速 度 の 動 力 学 的 パ ラメーターをpH5.5で 測 定
す る と,GpYを 基 質 と した時 の 最 大速 度 が10,000～2,800min-1の 範 囲 で あ り,他 の12種 の ジ
ヌ ク レオ シ ド リン酸 の分 解 速 度 よ り著 し く速 か った 。RNaseMsのXpYに 対 す るMichaelis定
数 の平 均はX側 の 塩 基 がA<C<U〈Gの 順で あ り,ApYに 対 す る親 和 力 が 最 も 強 く塩 基 に対
す る 親和 性 と最 大 速 度 の 関係 が平 行 的 で は な か った 。 以上 の 結 果,本 酵 素 は 塩 基 特 異性 の 面 で は
グ ア ニ ン塩 基 特 異 性 を有 す るRNaseT1と 塩 基特 異 性 を持 た な いRNaseMの 中 間 に 位 置 す る
酵 素で あ る と思 われ る 。
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RNaseMsに 対 す る ヌ ク レオ チ ドや ヌ ク レオ シ ドの 阻 害 は 全 て 拮 抗阻 害 型 で あ っ た。
次 に酵 素の 活 性 中心 に関 与 してい る ア ミノ酸 残 基 を 検 索 す る ため に,ア ミノ酸 残 基 の化 学 修 飾
又 は 酵 素的 除 去 に よ る酵 素活 牲 に対 す る影 響 を検 討 した。RNaseMsはpH7.7に おい て トリニ
トロベ ンゼ ンスル ホ ン酸 と反 応 し,2残 基 の トリニ トロ フ』エ ニル(TNP)基 の 導 入 に よ り約30
%の 活 性 が 減 少 し,3残 基 のTNP基 の 導 入 に よ り約80%の 酵 素 活 性 が 減 少 した 。TNP基 はN
末 端 ア ミノ酸 の グル タ ミ ン酸の α 一 ア ミノ基 と2残 基 の リジ ンの ε一 ア ミノ基 に導 入 され た こ と
を 確 認 し た。TNP基 の 導 入 され たRNaseMsは,RNAや2',3L環 状CMPを 基 質 と した
時 最 大 速 度 の 減 少 やMichaelis定 数 の 増 加 が 認 め られ たが,こ れ らの ア ミノ酸 残 基 は 直 接 酵 素 活
性 に 関与 して い な い と 考え られ る 。TNP化RNaseMsの 至適pHはNative酵 素 と 同様 で あ り,
拮 抗 阻害 剤 で あ る2LAMPと の 結 合 も ほぼNative酵 素 と 同様 の 結 合 能 を有 してい た。
次 にC末 端 ア ミノ 酸 の 活 性 へ の寄 与 の有 無 を検 索 す る ため,RNaseMsの カル ボ キ シ ペ プ
チ タ ー ゼAに よ るC末 端 ア ミノ酸 の 酵 素的分 解 を行 った 。d末 端 ア ミノ 酸 か ら約4残 基 が 遊離 し
た標 品が 得 られ た 時 点 で の 残 存 活性 は 約70%で あ った 。RNAを 基 質 と した時 の 至適pH及 び
CDス ペ ク トル で 測 定 した骨格 構 造 もほ ぼNative酵 素 と同様 で あ っ た が,ApCを 基 質 と した時
のMichaelis定 数 はNative酵 素 よ り大 きな値 で あ り,こ の 傾 向は カル ボ キ シペ プ チダ ー ゼAに
よ り約3残 基 の セ リ ンを 遊 離 した 初 期 の 段 階 の 標 品 に つ い て は 認 め られ な か った 。 これ らの 結 果
か らC末 端 ア ミノ酸 は,直 接 酵 素 活性 に 重要 な影 響 を 有 して い な い と考 え られ る 。
更 に多 くの ア ミノ酸 残 基 につ い て 検 討 を 加 え るた め に,光 酸 化,ジ エ チル ピ ロカ ー ボ ネ ー ト,
アル キル 化剤 に よ る化 学 修 飾 を 行 っ た。RNaseMsは メ チ レン ブル ー共 存 下 に 光 酸 化 を受 け失
活す る が,こ の失 活 速 度 のpH依 存 性 か らpKa7.2の 官 能 基 が 活性 に 関 与 して い る こ とが 明 らか
に な った 。pH6.0で の 光 酸 化酵 素の ア ミノ酸 分 析 の 結 果 か らほ ぼ1個 の ヒスチ ジン残 基 の 酸 化が
活性 低下 の 原 因 で あ り,拮 抗 阻害 剤 で あ る2',(3')一AMPに より光 酸 化 反 応 が 阻 止 され る こ とか
ら,こ の光 酸 化 を受 け る ヒ スチ ジ ン残 基 が活 性 中心 に 関与 して い る こ とが 示 され た。又,ジ エチル
ピ ロカー ボネー トに よ るカ ル ブ エ トキ シル 化反 応 も光 酸 化反 応 と 同様 のpH依 存 性 を示 し,pKa
7.1の 官 能 基 の 関 与 が 示 唆 され た 。 此等 の 実験 か ら,RNaseMsに 存 在 す る3個 の ヒズ チ ジ ン
の うち 少 くと も1個 の ヒ スチ ジ ンは 活性 中心 に あ ると 考 え られ る 。
RNaseMsは ヨー ド酢 酸 に よ りpH5.0で1残 基 の カ ル ボ キ シ メチル(CM)基 が導 入 され 失
活 す る。 この 失 活 反 応 は,変 性 剤 や 拮 抗 阻害 剤 で あ る2LAMP,2'一GMPに よ り 阻止 され た
が,ヌ ク レオ チ ドに よ る 阻 害効 果 は 親 和性 の 高 い2'一AMPよ り2'一GMPの 方 が顕 著 で あ った。
CM化 を 受 け た ア ミノ酸 残 基 は グル タ ミン酸 と 考 え られ,CM化 酵 素 は,CDス ペ ク トル で 測 定
した 骨 格 構 造 は ほぼNative酵 素 と同 様 で,拮 抗 阻 害剤 で あ る2LAMP,2LGMPと の 結 合 能
を差 ス ペ ク トル で 測 定 す る と,2'一AMPとCM化RNaseMsは,Native酵 素 と2'一AMPと
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の結 合能 とほ ぼ 同 様 の 結 合 能 を 保 持 して い たが,2'一GMPとCM化RNaseMsと の 結 合 は
Native酵 素 の 結 合 能 の 約1/20以 下 で あ った 。
RNaseMsと ヨー ド酢 酸 ア ミ ドとの反 応 は,ア ル カ リ性 に お い て酵 素活 性 の 減 少 を伴 な って
進行 した 。 カ ル ボ キ サ ミ ドメ チル(CAM)化 を受 け たRNaseMsの ア ミノ酸分 析 及 びHCI分
解 物 の電 気 泳 動像 の 解 析 の 結 果 か ら,RNaseMsの ヒス チ ジ ン残 基 と カル ボ キ シル 基 が 酵 素活
性 の 減少 と平行 的 に カル ボ キサ ミ ドメ チル 化 され る こ とが 明 らか に な った 。 しか し拮 抗 阻害 剤 で
あ る2',(3')一AMP共 存 化に お け るCAM化 反 応 に おい て,ヒ ス チ ジ ン残 基 に対 す るCAM化 は
2',(3')一AMPに よ り保 護 きれ た が,酵 素 の カル ボ キ シル 基 に対 す る2',(3ノ)一AMPの 保 護 効
果 は 全 くな か った 。 これ らの結 果 か ら酵 素の 活性 中 心 に は ヒス チ ジ ン残 基 が 関 与 して い る と考 え
られ る。CAM化 を受 け たRNaseMsと ヌ ク レオ チ ドとの 結 合 はNative酵 素 に比 較 す る と,そ
の 親 和 力 は 著 し く低 下 して い た 。
以上 の結 果 か らRNaseMsは 分子 量 が 小 さ く,比 較 的 安 定 な姓 質 で あ り,塩 基 非 特 異 的 酵 素
で は あ るが,そ の 塩 基 に対 す る親 和性 は,グ アニ ン塩 基特 異性 を 有 す るRNaseT玉 と塩 基 非 特 異
的酵 素で あ るRNaseMの 中 間 に位 置 す る酵 素 で あ る と思 わ れ る。 又,本 酵 素の 活性 中 心 には 少
くと も,1残 基 の ヒス チ ジ ンと グル タ ミ ン酸 の 関 与 が 考 え られ,こ の 結 果 は,RNaseT1の 活性
中心 を 構成 す る ア ミノ酸残 基 と酷 似 して い る。塩 基 非 特 異 的 酵 素 で あ りな が ら,グ アニ ン塩 基 特
異性 を 有 す るRNaseT1に 塩 基 特 異性 の 面 か ら も,活 性 中 心 を 構 成 す る ア ミノ酸 残 基 に つ い て
も酷 似 して い る こ とは 興 味 深 い 。 将 来 此 の 酵 素 を 利 用 してRNaseの 塩 基 特 異性 の 本 質 を 検 討 す
る 可 能性 が あ る もの と考 え る。
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審 査 結 果 の 要 旨
リボ ヌ ク レア ーゼ(RNase)は 動 物,植 物,微 生 物 な どに 広 く分 布 し,RNAの 分 解 を 媒す
す る 重要 な酵 素で あ り,種 々の 形 のRNaseに つ い て そ の 作 用 機 構 の 研 究 が行 わ れ て い るが,こ
れ らの 作 用 機 構 の うち,特 に 本 酵 素の 示 す 塩 基 特 異性 が い か な る仕 組 で 決定 され る か に つ い て の
知 見 は乏 しい 。著 者 は この 点 を 明 か にす べ く,糸 状 菌か ら分 子 量 の比 較 的 小 さいRNAaseを 分
離 精 製 し,こ の 酵 素 を用 い て種 々の 硯 究 を 行 っ た。
先 づ 本 酵 素の 精 製 及 び その 諸性 質 を 検 討 し,本 酵 素 は 糖 を 含 まな い 単 純 蛋 白 で,分 子 量 は12,500
で あ る こ と,ま た,そ の ア ミノ酸 組 成,至 適pH,安 定 性 な どを 明 らか に し た。
次 い で,本 酵 素 の基 質 特 異 性 の 検 討 が行 わ れ,16種 類 の ジ ヌ ク レオ シ ドリ ン酸 を 基 質 に して,
反 応 速 度 を測 定 した結 果 か ら本 酵 素の 塩 基 特 異 性 が ジ ヌ ク レオ シ ドリ ン酸 の 構 造 をXpYと す る
とき そ のX側 に依 存 して い る こ と を 明 らか に した 。 ま た本 反 応 に於 け る ヌ ク レオ チ ド及 び ヌ ク レ
オ シ ドの 阻 害 が 拮 抗 阻害 型で あ る こ とを確 認 した 。
次章 で は本 酵 素 の活 性 中心 を 明 かにす るため,酵 素 ア ミノ酸 の 修 飾 を 行 い そ の 活性 変 化 が 追 求 さ
れ た 。 実験 結 果 か らN末 端 の ア ミノ 酸及 び リ ジ ンの ε一 ア ミノ基 は 活 性 中 心 に直 接 含 まれ て い な
い し,ま たC末 端 ア ミノ 酸残 基 も活 性 中心 に は 関与 して いな い こ とが 推 定 され た 。 次 に 酵 素 を カ
ル ボ キ シメ チル 化 ま た は カル ボ キ サ ミ ドメ チル 化 を行 い 酵 素活 牲 の 変 化 と修 飾 ア ミノ酸 の 関 係 を
追 求 した結 果 な どか ら活 性 中心 に は1残 基 の ヒ スチ ジ ンと グ ル タ ミ ン酸の 存 在 を推 論 し得 る結 果
を得 た 。
以上 の よ うに,本 研 究 で は 新 しいRNAaseを 分 離 精 製 し,そ の 塩 基 特 異性 並 び に活 性 中 心 な
どを 明 らか に した 点,RNAaseの 作 用 機構 解 明 に 使 す る と ころ大 で あ り,ま た,研 究 内容,論
旨 も極 め て 明解 で あ り,本 論文 は 充分,博 士 論 文 と して の価 値 を 有 す る もの と考 え る 。
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